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学位論文内容の要旨 
Sema3Aシグナル伝達における GSK3/Axin-1/-catenin複合体の関与 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22933777 
１．序論 
脳神経機能は，多様な神経細胞が作る神経回路の上に成り立っている．この複雑かつ正
確な神経回路は，発生期において神経軸索が標的細胞へ正確に導かれ正しい標的細胞とシ
ナプス結合する事により形成される（Kolodkin and Tessier-Lavigne, 2011）．この軸索ガ
イダンス過程は，伸長中の軸索の先端に形成される成長円錐が重要な役割を担い，周囲環
境に存在する軸索ガイダンス分子を感受して軸索を正確に標的細胞へ導く．Semaphorin3A
（Sema3A）は，分泌型反発性軸索ガイダンス分子として広く知られている． 
Sema3A は，後根神経節軸索の成長円錐を退縮（崩壊）させる因子として同定され，細
胞骨格の再構成やエンドサイトーシスを介して成長退縮応答を誘起する．Sema3A シグナ
ル伝達経路は，主に成長円錐退縮応答を指標に研究されてきた．Sema3A シグナル伝達経
路は，低分子量 G 蛋白質を介する経路とリン酸化酵素を介する経路に大別される．当研究
室では，リン酸化酵素に着目し，Cdk5 と GSK3による CRMP2 の 2段階リン酸化と続く
チューブリン骨格の再構成を介し成長円錐退縮応答を誘起する経路を同定した（Uchida Y 
et at al., 2005）．このように細胞骨格の再構成を誘起する Sema3Aシグナル伝達経路は明
らかになりつつあるが，エンドサイトーシスを制御する Sema3A シグナル伝達経路は全く
不明のままである． 
 
２．実験材料と方法 
成長円錐退縮応答：卵胚生 7日目のニワトリ胚および胎生 12.5日目のマウス胚から後根
神経節を採取し培養した．培養 24 時間後，Sema3A を 30 分間投与した．PFA で固定後，
Alexa488ファロイジンで染色を行い，退縮応答を生じた成長円錐の割合を測定した． 
  
３．結果と考察 
GSK3は，多機能性セリン-スレオニンリン酸化酵素であり，細胞骨格を制御する分子や
エンドサイトーシスを制御する分子など多種多様な基質が存在する（Hur and Zhou, 2010）．
GSK3の基質は，CRMP2を含むprimed substratesとAxin-1を含むunprimed substrates
に大別される．まず，unprimed substrates が Sema3A シグナル伝達に関与するか検討し
た．Axin-1へのリン酸化能を失っている GSK3 L128A変異体と GSK3による Axin-1へ
のリン酸化を抑制する FRATtideの導入は，Sema3Aによる成長円錐退縮応答を抑制した．
これらの結果は，unprimed substrates に属する Axin-1が Sema3Aシグナル伝達に関与す
る可能性を示唆する． 
GSK3L128A 変異体と FRATtide の結果は、Axin-1 が Sema3A シグナル伝達に関与す
る可能性を示唆する．まず，RNAi knockdown法を用いて，Axin-1が Sema3A シグナル伝
達に関与する事を見出した．更に，非リン酸化 Axin-1変異体を用いて，Axin-1の安定化と
-catenin との相互作用に関与するリン酸化部位が Sema3A シグナル伝達に必要である事
を見出した．Axin-1 は，GSK3や-catenin など様々なシグナル伝達分子と複合体を形成
する足場蛋白質として機能する（Luo and Lin, 2004）．これまでの結果は，GSK3と
-cateninがAxin-1結合蛋白質としてSema3Aシグナル伝達に関与する可能性を示唆する．
予想通り，-catenin RNAi knockdown は，Sema3Aによる成長円錐退縮応答を抑制した．
Sema3A 刺激は，成長円錐で-catenin の集積を誘起し，この集積は Axin-1 RNAi 
knockdown で抑制された．重要な事に，Sema3A 刺激は，GSK3，Axin-1，-cateninの
共局在を促進した．これらの結果は，Axin-1 は GSK3や-catenin と複合体を形成するた
めの足場蛋白質として Sema3Aシグナル伝達に関与する事を示唆する． 
Axin-1 や GSK3は，Wnt3a 刺激による受容体の内部移行を制御することが報告されて
いる（Yamamoto H et al., 2006）．従って，Axin-1, GSK3, -cateninは Sema3Aによる
エンドサイトーシスを制御する可能性がある．この可能性を検討するために，
venus-Sema3Aを用いて Sema3Aによるエンドサイトーシスを可視化し，成長円錐で内部
移行した venus-Sema3Aの粒子数を定量した．成長円錐で内部移行した venus-Sema3Aの
粒子数は，Axin-1と-catenin RNAi knockdown により減少した．加えて，GSK3の活性
阻害は，成長円錐で内部移行した venus-Sema3A の粒子数を減少した．これらの結果は，
Axin-1, -catenin, GSK3は，Sema3Aによるエンドサイトーシスに関与することを示唆す
る． 
本研究で，Sema3A シグナル伝達に関与する GSK3の基質として Axin-1 を同定した．
さらに，Axin-1は，Sema3A シグナル伝達に関与する-cateninや GSK3と複合体を形成
するための足場蛋白質として機能し，GSK3Axin-1/-catenin複合体形成が，Sema3Aに
よるエンドサイトーシスを制御する新たな Sema3A シグナル伝達経路を同定した． 
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